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IDEtrriFICATION ET CLONAGE D'UN ANTfGENE lyiYCOBACTERtEN 
CORRESPONDANT A UNE HEMAGGLUTININe!dE LIAISON A 

L'HEPARINE ; 

L'inventlon conceme des sequences peptfdiques permettant 
[ riadh^rence de mycobacteries d des cellules hfttesj notamment d das 

C0l(t4le$ §pith6liales. Plus particuliefement. Tinventlbn cpnfcame un antlgdne 
: myeobact^rien de type hdmagglutinrne de liaison d ['h6parine (HBHA)- 

obtenu d partir de Mycobacterium bovis BCG |ou MycobBctedum 
= Wberculosis. L'invention conceme aussi una sequence peptidique 

n?cprnbinante permettant I'adherence de mycobiactdlles ^ des cellules 
; Hdtes. L'invention concerne notamment le produit id'ejcprBssion d'une 
: Bouch€? Escherichia coll transfomi6e avec une s6qi|ience nucl6dtidiqu9 
i cddant: pour une prot^fne pemiettant radh^rence de r^iycbbacteries d ces 

GQlMes hdtes. Ces polypeptides peuvent dtre yt(li86s dans dei 

compositions immunogSnes, pour la preparation de ivacctns contre les 

infections myeobact6rlennes. et pour le diagnostic s^r^logique d'infecttens 

fnycobaot^riennes. I 

L'invention conceme 6galBment une sdqiience nucl^otldlque 

cpdaht pour une sequence peptidique pormettarlt I'adherence de 
; myc?pbaot6ries d des cellules, hdtes, et plus partlcuii6re^nt une sequence 

nuol6otldlque codant pour un antig^ne: mycob^cterien de type 
: ht^magglutlnine de Haison a rh6parine {H$HA), L'invention concern© 
;6g&lement des vecteurs recombinants comprenan^ iadlte sdquerice 

nucf6btidiqu9 ainsi que I'utilisatlon de ces vecteurs pouf I'obtention d'hdtae 
:C©nylalr«s recombinants pouvant §tre utilises en th^raple, notamment en 
:thdrapie anticanc6reuse. j 

Les mycobact6ries sont pamii lesj mlcroorganlsmes 
ipath0g6nes les plus importants qui causent d0s malad(es aussI bien ch^ 
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l^omme que chez TanlmaL Les infections mycobactferjennes sont toujours 
p&fmi les premieres causes de mortalitd dans le mohde. La tuberculp^e 

: hUmaine. causae par Mycobacterium tuberculosis, oopduit ^ elle seule :^ 
approximativement 3 millions de morts cheque annde {i, 2). Mycobacterium 
bQvIs cause la tuberculose chez les bovins, nnais 11 je$t egalement tr^s 
virulent pour I'homme. La 16pre, causae par Mycobacterium leprae, reste un 
probl^me majeur de sant6 non r6solu dans les ?pays en voie de 

: d^veloppement (3). | 

Les infections par des membres du comptexe Mycobacterium 
avium-lntracellularB causent des maladies chez les oi^eaux et le pore ot 
stint parml les infections opportunistes les plus frdquerjtes que Ton trouve 
cfiez les pdtlents attelnts du syndr6me d'immunoddficiehoe acquise (SI DA) 
(4, 5). En outre, la rdcente reapparitlon dramattque de fa tuberculose dans 
\9$ pays d6velopp6s ainsi que I'apparltion et la propagaftibn de souches da 
MJ tuberculosis rdsistantes aux medicaments (6) souligpe'nt la difficult^ de 
contnSler les maladies mycobact6riennes. 

La caractdrisation mol^culaire des diversfes^ 6tapes dans la 

• p3thogen6se des maladies mycobact6riennes est fond amentale pour fe 
dSveloppernent d'approches th^rapeutiques et prophylakiques rationnelles 
4»t ■optimis^es contre ces maladies. Les facteurs de virulence sont souvent 
de; bons antig6nes pouvant #tre utilises S titre de candldats-vacclns. En 

;d6plt de ('importance des infections mycobactdriennes. on connalt peu de 
chpses au sujet des m6canismes mol^culaires de base ijnpliqu6s dans leur 
pathogenfese (7), 

L'un des dvdnements initiaux et crudaux dcins la pathogenftse 
b^jct^rienne est I'adhdrence du microorganisme h sesiti^sus clbles. Lee 
mycobactdries prdsentent un tropisme pour les macrophages pulmonaires 
{«); Toutefols, dans la mesure oti ces microorganism's sont facllement; 
trShsmls par adrbsol. les premieres stmctures de I'hdte qii'ils rencontrent au- 
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cours de Tinfection sont cedes de r6pith6iium respirato(re:. Par consequent, 
(es interactions avec les cellules 6pith6liales od avec la matrice 
Bxtradeflulatre (MEG) pendant les stapes initiales ultdrieures de la 
pathog^n^se peuvent §tre importantes (9), bien qu'ellee n'aient pas encore 
^t6 6tudi6es de maniere pou8s6e. i 

Dans le contexte de la prdsente inventipri, les Inventeurs ont 
oMeny un nouvel antigdne mycobacterien Impllqu6 dan3 I'adh6rence de 
mycobactdrles d des cellules hdtes de type dpithSl^le. fl s'agft d'une 
b^ma^glutlnine de liaison ^ I'h6parine (heparin binjdlrtg hemagglutinin 
(HBHA)) de 28 kDa qui a dt6 obtenue a partir de surna^e&nts de culture et 
de pr(iparation des parois celiulaires de Mycobacteria^ hovis BCG et de 
MycabQcterium tuberculosis, Les analyses par immunoiemprelntes ci Taide 
d'anticorps polyclonaux et monoclonaux ont indiqu^ que I'HBHA est 
(Jifferente des prot6ines du complexe de I'antig6ne 85 et represents un 
npuvet antigdne. A partir de cette proteine de base, le^ inventeurs ont pu 
#vatuer et proposer le ddveloppement d*une s6rie de pqlypeptldes pouvant 
dtre utilises en diagnostic, en th^rapie et en prophylaxieJ : 

L'invontion conceme done une s6qLi6nce peptldique 
permettant I'adherence de mycobacteries ^ des cellules^ hbtes^ notamment 
des cellules $pith6(iales. Plus parliculierement, la s^qu^nce pepUdlque de 
r.invention est caract6ris6e en ce qu'il s'agit d'un antlg^n^ rnycobact6rien de 
type hdmagglutlnine de liaison k I'hdparine (HBH/^), ] notamment uii 
antig^ne obtenu k partir de Mycobacterium bovis BCG loiii Mycobacterium 
tuberculosis. \ : 

Dans une des r6ali$ation3 pr6f6r6es de la pr^senle invention, 
la sequence peptidique est caract6ris6e en ce qu'ielle comprend la 
sequence con-espondant 6 la sdquence de la figure lO.jou tout variant de 
cette sequence permettant I'adhdrence de mycobacteries k des cellules 
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h6t0s et obtenu par addition, substitution ou d6l6tidrj <J'un ou plusieurs 
$cfcl96 amines de I0 sequence de la figure 10. i 

Dans ('ensemble du texte. le terme sequence polypeptldlque 
QU poiypeptlde repr6sente tout ou partle de la sequence! de la figure 10. qui 
elte-mdme reprteente ie DNA et la protdlne HBHA erf tant que telle, ie 
tjjrme: "prot^lne'' d^signe de fait la sequence polyp|ptfdique complete 
modlftee OU non. j 

Oe fa9on pr6f6r6e, ('invention conceme pluS; particulldrement 
we sequence peptidlque comprenant une r^ion injipliquee dans fes 
interactions avec les glycoconjugues sulfates et dans la liaison d ('heparins. 
Cfttte ?dquence peptidique est la suivante : ■ \ 

kkmpakkaapakkaapakkaaakkapakKaaakkvtqk : 

L invention concerne done une s^qcjienc© peptidique 
comprenant la. portion C-terminale de la sequence de iti figure 10 et plu$ 
particull^rement les sequences comprenant approximativj&rhent les 30 6 50, 
demlers acides aminds de la portion C-terminale de ik sequence de le 
figure 10. Cette region de la sequence de la figure 10 ejst impliqu^e dan^ 
I'interectipn de (a prot^ine avec I'h6parine bien qu'un[e : s6quBnce plus 
courte, notamment d'environ 10 d 20 acides amines, puisne istre suffisante. ■■ 

i ■ . 

Les Inventeurs ont 6galement exprimje • la sequence 
nucl^otldlque codant pour la . sequence pepttdlque tie! rinvention chez' 
£.:qofile polypeptide obtenu prdsente un poids moiecula)r« plus feible que 
cetwl de te protSine purifiee a partir de M. bovis BCG ob U tuberculosis^ 
Ce$ tflfferences sont le r6sultat de modifications post-traductlonneiles non 
rfiaiisides dans £. CO//. I : 



L'invention conceme done egalement j une s6quence 
ipdptjdlque recombinante, caract6risde en ce qu'elle panmkradherence de: 
imypobect^ries d des caHules h6tes. Plus particuli6rem^ la sequence ^ 
irecDmbinante de ia pr6sente invention est le prodult ^dixpression d'une ; 
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Sequence nucl6oUdique codant pour une sequence p^ptidique permettant 
I'gdhdrence de mycobacterias a des cellules hdtes et notamment une 
$dquence antig6nique obtenue i partir de M. bovis BCp et M. tuberculosis, 
(adtte sequence recombfnante 6tant par example le Droduit d'expresslon 
d'une soucbe 5. coli transform6e avec une adq^ence nucl6otldique 
appropri^e, 

L'inventton conceme egalement TutlMtion de Tune des 
sequences peptidiques d6crites pr§c6demment, qu'ell s soft recomblnante 
pu r>on, at plus particullferement sous sa forme natlv^ pour le diagnostic 
s^logiquG de la presence de mycobact6ries. L|nventlon conceme 
^element une composition immunogdne caractSrt^de en ce qu'elle: 
comprend Tune des sequences peptidiques d^crites prdc6demment ainsf 
que rutfllsation de cette sequence peptidique pour la preparation de vacclns 
contre les Infections mycobact6riennes, particuli^rerpent les infections 
oaus6es par M. bovis ou M, tuberculosis, 

Les inventeurs ont 6galement d6couvert que ('adherence de 
mycobact6ries k des cellules 6pfth6Iiales pouyajt §tre inhfb^e 
spftcffiquement par des glucides sulfates. L'inventl0n conceme done 
rutitlsation d'un glucide sulfate pour inhiber Tadhdrence ie mycobacl6ries h 
des cellules 6ptth6llaies. Les glucides sulfates particultdtement int^ressante 
comprennent ThSparine. la chondrortlne sulfate et le djsxtnan sulfate ainsi 
. que. leurs d6riv6s synth6tlques. 

Lbs inventeurs ont 6galemem isol6 Tensemlble du g6ne codant 
pour THBHA de TADN de M. boWs BCG, L'invention ionceme done une * 
sequence nud6otWique caract6ris6e en ce qu'elle code pour une s^uence 
peptidique pennetlant I'adh^rence de mycobact^ries S )des cellules hdtes. 
Plus particuliferement, la sequence nucl6otfdiQue de ririvention code pour 
un antlgene myoobact6rien de type h6magglutlnine de 
(HBHA) notamment la sequence peptidique de la figure 



laison d I'h6parine 
10 ou toute portion 
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de cette sequence peptrdique permettant radh^rencelde mycobactdnes d 
' ties cellules hdtes et obtenue par addition, substitution oiu d6l6tion d'un ou 
. pivsfeurs acides amin6s de ladtte s6quence peptidiqusj 

invention conceme dgalement utt hSte cellufaire 
: recombinant, caract6ne6 en ce qu'll comprend dans s6n gdnome une des 
. sequences: nucl6otldjques d6crltes pr6cddemmend Dans une das 
realisations pr6f6rentielles de rinvention, Thate cellulalrje recombinant mais 
; non exclLfsIf est le BCG pour lequel des vecteurs d'expression directem^nt 
: ■ otilisables pour le d^veloppement de BCG recombinants utflisables chez 
;. fhomme ou Tanimai ont 6t6 d^veloppes. 

Le BCG est utilise en th6rapie, plus particuli6rement en 
' th6rapie anti-canc6reuse et notamment contra les cancers superficiels de la 
vessie. Dans ce type d'application th6rapeutique, il sefnblerait exister une 
con-dlation entre la faculty d'adh^rence du BCG son pouvoir anti-tumoral; 
: Dans le contexte de la pr6sente Invention. ridenlrficatJqn de la HBHA et le 
. donage de son g^ne rendent possible une augmfenta/tion de la capacity 
; d'adhensince via une surexpression du gdne codant la H&HA. 

La description de la pr^sente invention sera effectu6e en se 
r^f^rant aux figures suivantes : - : 

- la figure 1 represente Teffet de: glucid^s sulfates et non 
• sulfates sur I'adh^rence mycobact6rienne aux cellules CHO et aux 

macrophages; 

- la figure 2 represente les donn^es d^moritrant la purification 
.: d'une prot^ine de liaison d'hdparine de M, bovis BCG; \ . 

- la figure 3 represente une comparaisonj de ia protdlne de 
i : liaison d rh^parine de M. bovis avec le complexe d'antig^ne 85; 

- la figure 4 represente Teffet de gJucid^s: sulfates et non 
• : sulfates sur rhdmagglutination Induite par HBHA; ^ 
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- la figure 5 reprdsente nnhlbition de Tadfidrence de BCG aux 
; cellules CHO par des anticorps anti-HBHA; 

: - la figure 6 reprdsente des analyses pa( tmmunoamprelntes 
! effectu^as av^c des anti-sdrums de tuberculeux; \ 

- la figure 7 repr^sente la s^iquence jnucldotidique et la 
; Sequence d'acldes amines d'un fragment de HBHA cMduite d partlr d'un 
; fragment PGR de I'ADN chromosomique de BCG; 

- la figure 8 reprdsente una analyse p^r Southern-blot dd 
: I'AON chromosomique de BCG; | 

- la figure 9 repr6sente la stratdgie de s^quengage du gdne 
; Gpdant pour HBHA; j 

- la figure 10 repr^sente la sequence d'ADN du g6ne de BCG 
• codant pour HBHA; \ 

- la figure 1 1 repr6sente Tanalyse par dle^ctrophordse en gel 
; polyacryiamlde et par immunoblotting de Texpression | de la HBHA diez 
: E.coli. \ 

! Description d6talH6e da rinvfintipif 

' tnhiWtlon de I'adh^rence mycobacterienne aux cellules ^pith^liales par das 
! gJucides suifatds. \ 

L'invention conceme Cutillsation de glucldes sulfates pour 
: jnhtoer 1'adh6rence de mycobacteries d des cellules | 6plth6llale8. Pour 
i (i6montrer que les mycobacteries peuvent adherer parH'intarm^dlaire des 
! glycides sulfates, les invemeurs ont teste si des pblysi^ccharides sulfates 
I BbfuWes sont capables de rdduire radhdrence de M. bovis BCG aux 
I oeflules i^pithdliales. 

Des M. bovis (BCG) (souche 1173P2. ;OMS, Stockholm, ' 
: Su6de, passages 3 d 8) en woissance exponentielle ojit marqu66 en 
^. cultivant les mycobacteries pendant trois jours dans dii milieu de Sguton 
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cbntenarrt 5 MCi/ml (6-'HJuracile (New England Nucleat, ^4 Ci/mmole), Les 
mycGbScteries ont ensulte 6t6 r6colt6es par centiifu^ation (3000 x g 
pendant 5min), Iav6es deux fois par du tampon ()hbsphate salin da 
OMibecco (DPBS) et remises en suspension dans du miflep de culture RPMl' 
1640 cpntenant 300mg/l L-g)utamine (GIBCO). dMu(vu de s^rum de 
veau foetal (RPMl). j 

La vellle de I'essai d'adh^rence, le$ pujts: des plaques de 
cuHure de tissus k 24 puits (Nunclon. Nunc. Danemafk) ont 6t6 inocutds: 
avec 10' cellules d'ovaires de hamsters Chlnoi^ ;(CHO) cultjv6es 
Sjctemporandment (voir figures 1A et IB, barresl igrlses) ou des- 
macrophages J774A.1 (ATCC TIB67) (voir figure 1B. bartes noiree) remte 
en: suspension dans 2 ml de RPMl additionnds de 10 % (v/v) de s6njm de 

I 

ve^u foetal d4compldment6 (RPMI-SVF). Juste avant jrassai. les cellules 
on| 6t6 levies trois fois par 2 ml de RPMl, et on a ajcjutS d cheque pults 
1ml de suspension mycobact6rienne dans du RPMl| f^our obtenli- une 
rnUltlpliclt6 d'infection de 10 bacteries par cellule eucarycitel 

L'essai d'adhdrence a 6t6 rdalisd bri presence de 
cpncentrations croissantes de D(+)galact09e (Sigma) :(votr figure 1A. 
certles noirs) ou d'h6parine de la muqueuse intestinaie porcine (Mf S k6a, 
Sigma) (voir figure 1A, cercles blancs), ou avec 20 |jg/ml des glucldes 
Indlqufte (Sigma) (voir figure IB). Apr6s 6 heures d'lncul^atlon d 37'C dans 
utie atmosphere contenant 5 % de COj, les cellules ont i^t^ lavdes trols fois 
par 2 ml de DPBS. et enfin lys^s par I'addition de 1 thl d'eeu distlll6e 
contenant 0,1 % (p/v) de ddoxycholate de sodium. La raijlc^ctlvlte assoddo ; 
au){ lysats cellulalres a 6t6 compt6e en uUlisant un con\\>t$uT 6 scintlllatfon : 
Bquld$ (Beckman. module LS 6000SC). L'adhdrentei r^siduelle 0st ; 
exprirry^e en pourcentage de coups radloactifs par miniite! par rapport aux 
: coups obtenus en I'absence du gluclde. Les donn6es des figures 1A et IB 
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repnfesftntent lee moyennes d'expdriences r6alis^s quadruple, et \ei 
: bafres id'6cart type soni representees. \ 

CofTiTne le montre la fig. 1A, de: fafWs conoentrationi 
d'hdparine ont inhlb6 senalblement Tadh^rence ayx cellule? CHO des BCG 
S marqu6s par [^HJuracile. alors que le galactose jusqu'^ 100 pg/ml n'a pas 
: eu d'eflfet significatif. Du dextran sulfate, du fucoWane de la chondroflftine 
sulfate ont pu rddulre I'adh^rence^ mais ont aucrune inhibition significative^ 
n'a pt! Stre obsefv6e avec du mannose ou du dextnarj non sulfate, mfimfe 
j&ux plus fortes concentrations test6es (1 mg/ml). \ 
10 ' :: Ces r6sultats conduisent ^ proposer qu4 les mycobactdrlesf 

possddent d leur surface one adh^sine majeure de fiaison des giucides; 
sglfatds. Toutefois, comme Tinhibition de Tadh^renc^ n'a pas d6pass^:: 
70 %. d'autres composants sent vraisemblablement fimpliqu^s dans ce 
processus. De fagon int^ressante, les interactions |de BCG avec les^ 
15 macrophages J774A.1 n'ont pas 6te affectees par ies ^lucldes sulfat6s, ni^ 
^ par les sucres non sulfates (fig. 1B), mfeme d des cbncentrations allantS 
jusqu'fi l mg/ml (r^sultats non pr6sent6s). Ceci est e^n accord avec des^ 
rapports pr^cddents mettant en cause les r6cepteurs ah complement CR1.; 
CR3 at CR4 comma ligands mycobact6riens a la surface des monocytes; 
sangulris et des macrophages alv6olaires (10-12). \ 
Purification d'une prot6ine de liaison ^ Th^parine pr6spnte chez boyis: 
BCQMdeM.tubBfvulosis. i 

L'inventlon concerne une sequence pe^tidique penmettanl;. 
radhdrence de mycobact^ries d des cellules h6tes. L'inhlbltlon de : 
Z5 {'adherence de BCG aux cellules dpitheliales par dps sucres sulfates ; 
euggdralt d§ji que les mycobact^rles expriment une acihdsine qui Interagtt; 
avec des glycoconjugu6s sulfates, tels des glycoprot^lhes ou glycollpldes ' 
i sulfates, pr68ents h la surface des cellules hdtes. bour Identifier lee; 



20 
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•adh^Bines en question, des sumageants de culiur^ de BCG om dt6 

fnjdtiDnn^s par chromatographle sur h6parine-S6pharo^e. 

Des M.bovis BCG ont 6t6 cultiv6s 37X en cultures 

statiques dans des floles de Roux de 175 crri^ (Falcorj, Becton-Dickinson) 

contenant approximativement 150 ml de milieu da S[auton. A la phase 

statlonnaire, les cultures ont et6 centrlfug6es (lOjoOO x g pendant 

20 mlautes), et on a charge 500 ml de sumageant surlune colonne (1x6 

OT) d'h6parine-S6pharose 01-68 (Pharmacia) 6quil[br|&e avec du DPBS. 

Xa opipnne a ensuite 6t6 Iav6e par 100 ml de DPB^. at les moldcule$ 

fetenues ont 6t6 6!u6es par un gradient Iin6aire de NajCl 0-500 mM dans 

IPO ml de DPBS. Le d6bit pendant toutes les 6tapes| a 6te maintenu A 

■ ■ '1 

1.5 ml/min,, et on a suivi en continu Tabsorbance ^ 280 ^m de l'6luat qui fut 

j ■ ; 

r§colt6 par fractions de 1 ml. Ces fractions furent anelys^es par SDS-PAGE 
(13) en utilisant un gel d 12 % suivi d'une coloration jau Bleu Brlllant de 
Cbdmassie R-250. \ 

Les fractions analysies apr^s le d6but! du gradient sont 
rrtontr^es dans les pistes 1-8 de la figure 2. Les pistes d^ droite montrent la 
prot4ine de liaison d rh6parine purifiee ^ partir d'une preparation de paroiis : 
c^llulaires de M. bovis BCG. Les tallies des marqueurs dp exprim6es en 
KDa 8oht donn^es dans la marge de droite. \ 

Comme le montre la fig, 2, une proteine unique de 28 kDa est 
SHide d approximativement 350 mM de NaCI. L'interlaction entra cette 
pTOt6ine et rh6parine est ddpendante de la sulfatatlpn dy sucre car cellercj 
pouvall 6galemont §tre purifi§e en utilisant des billes (je dextran sulfate, 
mals pas des billes de dextran (non pr6sent6). La mfime;prtrt6lne de liaison 
d i'h6parlne a ^galement 6t6 purifl6e ^ partir des filti^ti de culture de M. 

L'otJtention de deux proteines de l|ai|on d I'hdpaiine 
semblatiles d parttr de deux souches mycobactdrl^nes diff^rentes 
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ponfirme que des prot^ines de ce type sont pr6s6ntes dans la plupart. d©s 
$ouche8 mycobact^riennes pathog6nes. Des pource|jtages d'homologie 
infiMeurs ^ 100% peuvent conduire d des differences 5t|ucturales, bien que 
ies propri6t6s fondamentales de ces prot^ines n'en scllent pas affectdea. 



liaison & I'heparlne 



; L'lnventton casnceme. done egalement les prot6ineB de 
: ayant une structure apparent^e i (a prot6ine iisol^t et pouvant dtre 
: Qtrtenues ^ partlr de leurs propridtfe d'adh^rence des glucides sulfates. 
; Ces prot6ines peuvent se distinguer de la proteine de [rinventlon par des 
i additions, substitutions et deletions d'acides amines san^ que cela n'affocte 
;dc fagon substantielle leurs propri6t6s d'adhdrence aux cellules 

^ epftheiiaies. 



;L9C0lisation d la surface cellulaire de la proteine r4cobact6rienne de 
;ij|i{son d I'heparine. 

Pour determiner si cette proteine est une proteine strictement 
i^ecretee ou si elie peut etre associ6e d la surface mycobacterienne. des 
^fractions de parois cellulaires ont ete prepar6es d pallir de BCG. puis 
jsoumises e une chromatographie sur heparine-Sepharosei. 

Pour les preparations de parois cellulaires. |es mycobacterias 
pnt ete cultivees dans 2 litres de milieu de Sautoh ou encore de milieu 
pynthetlque de Long (Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD) pendant 12 
^ 14 Jours. Les bacterids ont ensuite ete recoltees par cerArifugatlon, lavdes 
Mne fois dans du DPBS contenant 0,05 % (v/v) de Twee;n 80 (DPBSrTw). 
remises an suspension dans 100 ml de DPBS/Tw et (jhauffees A 80*C 
|)endant 1 heure. Les bacteries ont ete centrifug6es; e 13|.000 x g pendant . 
iO. mm., lavees par du DPBS/Tw. remises en suspensio^i dans 25 ml de 
J)PBS/Tw contenant 5 mM d'lnhibiteur de protease AE^SF, RNase A et 
PNase I, soniquees de fa^on intermittente pendanlj 25 min.. purs 
ffentrffugeas e 1 3.000 x g pendant 20 min. Cette etape a Ae r6pet6e. et l9s 
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sumag^ants ont 6t6 r^uriis et centrifuges d 34.000 x g jjendant 3 heures d 
4*C. U culot a et6 jet6 et le sumageant frnal dllu6 l4 dans du DPBS et 
: Chromatographld sur h6parine-S6pharose CL-6B. | 

Comma le montre la fig. 2, la prot^ine deliiatson a rh^parine 
de 26 kDa etaft egalement presente dans ces prSparatiqns, ce qui confirme 
qu'elt© est associ^e d la surface. Elle 6talt ^g^lement Jjrtsente dans des 
fractions de parois cellulaires de M. tuberculosis et d^ preparations de 
twtwculine (d6riv6 prot^ique purifie antigene pour cutirdkction) ddrivees de 
M. tuberculosis. I 

Aptivite d'hemagglutinalion de la protdine de IJalLon 6 rh6parine 
mycot?apt6rienne. \ 

i 

La capactte des adhesines bact$riennes, ^ agglutiner les 
globules rouges est souvent utiiis6e comme module pouf etudier la fixation 
microfciienne d la manifere des lectines au recepteur des cbllules eucaryotes. 
Las inventeurs ont par consequent teste la proteine de ijaison d I'heparine 
purffree pour sa capaclte a agglutiner des erythrocytes, l 

L'actlvite d'hemagglutination de la protejne de liaison d 
I'hdparrne purifi6e de sumageants de culture a 6te doseejdanB des plaques 
de mtcrotitration en U (Falcon) en I'absence ou en presence d'heparjne 
(J|9ure 4. can-es noirs) de la muqueuse intestlhale popine. de dejctran 
sulfate (figure 4. cercles noirs) ou de dextran (figure 4, Icercles blancs) d 
dos concentrations allant de 0 d 50 Mg/ml. Des essais staf>dard contenalant 
70 Ml d une suspension fraTche d'erythrocytes de lapin ^r6paree dans dg 
PPBS et 70 Mi: d'HBHA purifiee correspondant e i \jg de fjroteine. Les tltres 
d'hemaggiutination ont 6te lus apres 5 iieures d-incubatipn d temperature 
amblante. Les donnees representent des moyennes pou| des experiences 
en . quadruple, et les barres d'ecart types sont montr6es. i 
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Moins de 0,1 pg de proline purtfl^re a pu induire 
I'hdmagglutination d'6rythrocytes de lapin* mais pas d'drythrocytes 
d'humain. de mouton, d'oie ou de poulet (donn6es non presentees). Cast 
pour cette ralson que les inventeurs ont d^$ign^ cette prot^ine comme 
.^ant wne hdmagglutinine de liaison k Th^parine (HBHA), 
i;*hemagglutjnation indulte par HBHA a 6t6 Inhib^e par Th^parine ou te 

: : dextran sulfate, mais pas par le dextran (voir fig. 4), ce qui est similaire aux 
r^sultaits obtenus dans I'essal d'adh^rence des mycobac^ries aux cellules 
GHO. L'activlt6 d'hdmagglutination est sensible & la chalelur dans la mesure 

. ow rincubation de ia prot6ine pendant 60 min ^ 80*C a aboli 
l:h6magglutination. 

• Inhibition des activites d'h^magglutinatlon et d'adherence provenant de ta 
mediation par HBHA. par des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
; sp6c}fiques. 

Dans la mesure ou d'une part I'adh^rence mycobacterienne 
; aux cellules 6pith6liales est inhibde par des glucides sulfates, et d'autre part 
one prot^ine de 28 kDa 6tait purifi6e par chrornatographie sur h^parine- 
. S6pnarose, il 6tait important d'6tablir si Tadherence ' mycobacterienne 
provenatt da la mediation par HBHA. 

Par cons^uent, des anticorps polyclonaux de rat antkHBHA 
ont 6t6 pr6par6s de la manifere suivante; 200 pg d*HBHA de BCG purifl^e 
. ont 6t6 soumis i rsiectrophor^se preparative sur un gel de polyacryiamkje 
A 16 % en pr6senoe de SDS. puis §lectro-transf6r68 sur One membrane de 
nttfocellulose. Aprds une coloration rapide au rouge ponceau, les bandes 
corresppndantes a THBHA ont 6t6 excis6es avec prdcautibn, d6coup6es an 
petlts carr6s et soniqu^es brfAvement dans 1.5 ml de PBS stdrile. Aprds 
Taddrtion de 1 ml d'une solution de monophosphoryle^lipide A (MPL + 
Syst^me Adjuvant TDM» Sigma Chemical Co., St Louis, MO) pr6par^ 
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comma d6crtt ci- 
ont 6t6 remfs en 



$elpa la recommandation du fabricant, deux rats Fischer! ont 616 lmnnunl$6s 
(ShecUn avec 1 ml de la suspension d'antig6ne. Pour chaque imfmjni$at}on. 

. (j^ft e administr§ 400 p( par voie lntraperiton6ale et d^ux |ois 300 pi par vpia 
fpusH:?utpnee. Les animaux ont re^u des rappels de la ni§me manidre avec 
le m6me quanttt6 d*antig6ne un mois plus tard^et I© sdri/m a 6t§ r^oupdre 
^semames apr^s le rappel. 

Le BCG a dt6 marqu6 par [6-^H)uracile 
dessuB. Approximativement 4 -10^ BCG radiomarqu6s 
$UBpension dans 1 ml de PBS et pr6incub6s avec les vcjlumes indiqu6s de 

* tlqukJes ascdtlques d'anlicorps monoclonal 3921^4 (14)| anti-HBHA (figure 
9, panneaw A), ou avec 250 pi d'antis6rum polyclonal I de rat antl-HBHA 
(^rum immunitaire. figure 5, panneau B) ou de s^njm n^Tf (figure 5, s6nim 
t6nriotn, panneau B) pendant 30 min. i tempdratu/e ambiante. Les 
suspensions bacteriennes ont ensuite 6t6 Iav6es deux] fois par 2 ml de 
PPBS pour 6liminer les anticorps non lies, puis utilises dans I'essai 
d'adhdfence de cellules CHO d una multiplicity d'infectibn de 10, cpmme 
di^crlt prec6demmenL 

Comme le montre la fig. 5, Tadh^rehce deiSCG aux cellules 

• . * i 

CHO a 6t6 sensiblement inhibde d'une mani6re dose-c|6p0ndante par la 

= ! • • 

presence d'antlcorps anti-HBHA. Les liquides d'ascttfe contenant des. 
anticorps rnonocJonaux non pertinents ou des antis6rui)is naTfs n'ont ou 
ai^cun effet. Ces observations indiquent que I'adh^rence des mycobacrtferies 
ayx cellules 6plth6liales provient en partie de la m6diationjpar HBHA. 

j ■ 

i i 

:|tude des paract^ristiques de HBHA. 

Comme \q taille de cette protdine est prophe de celie das 
ptot6lnes de liaison de fibronectine du complexe d'antlgdne 85 (15), des 
jan^lyses Weetem-blot ont 6t6 utilts^es pour ddteminejr si elles dtalent 
:a|3parent6es. j 
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La prot6ine de liaison a rh^parine purified d une pr6paratfon 
i de parol cellwlaire de M. bovis BCG (figure 3, pistes 1) oU de sumageanl de 
i culture {pistes 2) a comparde avec I© complexe d^antig^ne 85 purlfl6 
i (piitee 5) par analyse d'immunoempreinte (panneaux A| B. C) et coloratton 
' au Bfeu de Coomassle (panneau D) apr^s SDS-PAJSE. L'analyse par 
I irriTnunoempreinte a 6t6 effactu^e en utillsant des anticorps polyclonau)^ 
i ilrees^s cpntre la prot6ine de liaison a Th^parirte pufifido (panneau A), 
i rantlcorps monoclonal 4057D2 (panneau B), ou les anticorps polyclonsux 
; dre&s6s contr© fe complexe d'anttgdne 65 (panneau C^. Les pistes 1 et 2 

: panneaux A, B, et C contiennent 2 \sg de prot^ine purifiee. les pistes 3 

• . ' ' 

i des : panneaux A, B et C contiennent 7 pg de protdine p(urifj6e. les pistes 2 
l et 3 dg panneau D contiennent 4 yg et 15 pg 6$ prot6lne purffide 
i rea^ettlvement. Les tallies des marqueurs de sont donn^es dans la 

: La fig. 3 montre que des anticorps pdlyclonjaux dressds contre 

(a prot^ine de liaison d rh6parine de 28 kDa purifi6e ^e BCG n'ont pas 

■ { 
iTeopnnu les protdines du complexe d'antigene 85 purlfi6ps. A ['inverse, des 

' anticorps polyclonaux et monodonaux (non present^s): dresses contre le 

j complexe d'antigene 85 de BCG n'ont pas rdussi a rectjnnaftre la prot^lne 

! da liaison d Th^parine. co qui implique qu'il s'agit de prot^ines distinctes, C9 

: f^siiltat est 6galement appuy6 par les differents proflls cje migration de ces 

1 prot6lnes pendant la SDS-PAGE (fig. 3, panneau Dj. | 

I Les prot6mes de liaison d rh6par|ne purifiSes de 

[MtUbervulosls H37Ria et de BCG ont 6t6 soumises d t|n s^quen^age des 

i ac!de§ amlni^s N-terminaux. Pour ce fairs, 25 pg d'HBH|\ ont 6t6 soumls 6 

j r^rfectrophordse sur gel de polyacrylamide-SOS en ijtltlsant un ge! de 

; {XJlyacrylamide a 15 %. Apr§s I'^lectrophordse, la matifijre a dt6 tran8f6r6e 

I »ur ur»e membrane PVDF (ProBlott. ABI) par dlectrjaempreinte. Aprte 

i tolpratibn piair le bleu de Coomassie, la bande correspi>ndant d I'HBHA a 



i 

.1 

• I 

excfs§e et soumise d une degradation d'Ednian -atitomatisde. Les 16 
premierB acrdes amines 6taient Ala-Glu-A8n-Ser-Asn4e-Asp-Asp-lle-Ly&- 
Ala-Pro-Leu-Leu-Ala-Ala. Les 16 premiers acides mm^p de ia prot6lne de 
Bfliison i rhdparine de BCG ont 6galemant 6te ddtarmihSjis et ee sont av6r6s 
f^Kentiqucs S ceux de M. tuberculosis. Une recherqhe d^ similarity dans lias 
bases de donndes des prot^ines a mis en Evidence ^ue (a prot^ine de 
fifltlson d f h6parine n'avait pas 6t6 identffi^e aup^jravant, et qu'elle 
fepr^^ente par consequent une nouvelle prot6he rtiijcobactdrienne. En 
outre, les 16 premiers acides amines n'ont pr6seht6 a(icune similartt^ de 
$dquence significative par rapport d d'autres s^qtier^ces de prot^ines 
ebanues; i 

i 

Clon^ge du gene de BCG codant pour HBHA. \ 

Pour le clonage du g6ne codant pbiir H^HA. on a d'abord 
d^termin^ les sequences N-terminales des fragments internes de HBHA- 
Pour cela, de THBHA purifi6e a 616 soumise ^ r^lec^rophorese comme 
#crit pr6c6demment. Aprfes i'6lectrophor6se, la prot6ine| a et6 dlg6rde par 
Icsj trypsine d J'int^rieur du gel. Les peptides r68ultants cjnt alors 6te tsol68 
par HPLC en phase inverse, puis soumis a la d6gradatio(i d'Edman, Quatre 
peplidss ont permis la determination de sequence: \ 
Li» peptides 1441: Lys-Ala-Glu-Gly-Tyr-LeuiGlu-Ala-Ala-Thr 
La peptide S1443'. Xxx-Glu-Gly-Tyr-Val-Asp-Glo-ila-Val-Glu-Leu- 

Thr-Gln-Glu-Ala-Leu-Gfy'Lys j : 
La peptides 1446; Xxx-Gin-Glu-Xxx-Leu-Pro-Glu-jxxx-Lau 
lie peptides 1447: Phe-Thr-Ala-Glu-Glu-Leu-Arg. : | 

La sequence de deux palres d'oligonucl^c^des ^talt ddriv^ 
des sequences peptldlques inteoies de HBHA. La t^neur en G + C 
gdrtdrelenrient forte de I'ADN mycobact§rien a condui^ les Inventeurs d ■■ 
fpvDrjser G ou C dans la troisieme posltiorv des^ codqns ("wobble"). Le 
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premier couple d'oiigonucl^otides provenait du peptide S1441 et avait le& 
.s6quences suivantes: 5'AAG 6C(G/C) GAG GG{G/C^ TAC CT 3' (ollgp 
ST441) el 5' AGG TA(G/C) CCC TC(G/C) 6CC TT 3' (blligb S1441 Inverse), 
l^e deuxi^me couple d'oligonud^otldes provenait du peptifie S1443 et avait 
les sequences suivantes: 5'GAC GAG GC(G/C) GT(G/C) GAG CT 3' (oligo 
$1443) et 5' AGC TC(G/C) AC(G/C) GCC TGG TC 3' (ojigo S1443 inverse), 
L'ADN chromosomique de BCG a ete extr^iit conrime ddcrit par 
Kremer et al. (Sd) (16). Les reactions de polymerisation en chalne (PGR) en 
utiiisariit 50 ng d'ADN chromosomique de BCG et 1 pg ^'oit des oiigo $1,441 
et 514,43 inverse, soil des oligo S1443 et S1441 inverse pnt 6t§ effectu6es 
d une temperature d'hybridation de 50"C et i un nompr^ de cycles de PCR 
de SO.iSeule la reaction par PCR effectu6e avec les oliepnucl6otldes SI 441 
et Sl!443 inverse a donne un fragment d'ADN pmpllfid sp^cifique 
d'apprbxlmativement 150 bp. Ce fragment ampllfle 6t^it: encore observe 
lOfsque |a temperature d'hybridation a 6te augment6e 6 $TC. 

Le fragment amplifi6 a ete ins6r6 dans le s|eiH/ndlt de pUC18 
(Boehrlnger, Mannheim) et Introdult dans Escherichia ifoU XLI-Biue (New 
f ngland Biolabs). La teneur en plasmlde de E. coil recbmbinant a ensuite 
6t6 analys6e par des m6thodes standard (17), et le plasniide contenam le 
fragment attendu a 6t6 appele pCloneS. 

Apr6s purification par chnDmatographie sur une colonne de 
Nucleobond AX (Macherey - Nagel) selon les instmctiond du fournieseur. un 
fragrnent d'ADN bicat6naire d'approxlmativement 150 pb ;a 6t6 s6quenc6 
par la methode de terminalson d'6longatlon de chalne 
4Wespxyrfbonud6tidlque en utillsant du [alpha-'*S)dCTP (1.000 Ci/mmole; 
Amersham) et le kit de sequengage d'ADN de T7 (Phlinriacia) selon les 
instructions du fabricant. La sequence obtenue est presentee k la fig. 7 . 
dans iequelle la sequence des deux oligonucleotides utljisees pour la PCR 
est soulignee. La sequence d'acides amines dedulte de lb sequence d'ADN 
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?;est av^r^e correspondre aux sequences d'acides afntn^s ddterrnlntes 

pour: les peptides S1441 et S1443. Ceci indiquait qu^ le fragment PCR 

ajfTrpflO^ correspond ik une partie interne du g6ne dejBCG codant pour 

HBHA, ) ' 

. j 

5 : Pour doner rensembie du gdne codarit i pour HBHA. le 

. fi^^rnent de 150 pb de pCloneS a 6td excise par digestion partes enzymes 
de restriction SamHI et HindWl Le fragment a ensulte 6t6 purjfi6 par 
^ectrophorese sur un gel de polyacrylamide 6 7 % et-; excis6 du gel par 
^tectro^dllut'on. Le fragment purifie a 6t6 marqu6 6 la digoxigdnine en 
10 utoteant te kit de detection et de marquage d'ADN pa^ DIG (Boehiinger) 
3 cpmme recommand^ par le fabricanl. Le fragment: nnafqu6 a ensurta 6t6 

*r ' ytllis^ dsns des experiences de Southern-blot pdur sender I'ADN 

m qhrompsomique de BCG dig^re par SamHl (figure 8, voie 1), EcoRI 

J'! {%ure 8. voie 2). Pst\ (figure 8, voie 3). Sma\ (Ugurh 6, voie 4), Aco\ 

\Q 15 : (iRgure e. voie 5)., Nco\ (figure 8, voie 6), Notl (flgur^ 8. voie 7), Sdcl 
L (figure 8, voie 8) ou Sph\ (figure 8, voie 9). soumfs d unelil^ctrophor^se $ur 

p agarose el transf6r^ sur une membrane de nylon. La membrane a ensulte 

y sond6e avec le fragment BamHI/Hindll d'approximatjvement 1 50 pb de 

^ pCtoneS. Les tallies de marqueurs sont montrdes dans la marge de droite: 

W2Q , n)es . analyses de Southern-blot ont 6t6 effectu6e$ | en utllisant des 
firotocoles standard (17). Comme le montre la fig. 8. la digestion par Sphi 
cte I'ADN chromosomlque de BCG a donn6 un fragment unique d'envlnon . 
Kb qui s'hybrldait avec la sonde, j 

Les fragments de restriction Sph\ de TAON ([hTpmosomique de 
25 : I^G de 2.3 i 27 kb ont alors 6t6 purifies par 6lactrophof68e pr6paratlve et 
6lectro-6fUtlon, et inserts dans le site Sph\ de pUCf8. Les plasmides 
rpcomblnents ont 6t6 utilises pour transformer E c^/' XLI-Blue. Des 
cptorties bl&nches cultivdes sur g^lose LB (17) addlllofjn^es d'ampidfllne 
(150 Mg/mJ) d'lso-propyl-tbiogalactopyrannoside (IPTQ, ^O-pg^'ml) et de X- 
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gat (40 pg/ml) ont analys^es par hybridation $ur colonies en utilisant la 
^onde marqu6e i la digoxigdnine. Panni approximativ^nnent 300 coJonles 
analysdes. une s'est hybrid6e avec la sonde. Lanatyse par restriction 4o 
plasmtcfef i80l6 de ces dones a indiqu6 qu'il contenatt un fragment $pM de 
Z3 kb qui s'est hybrld6 avec la sonde en Southern-Wot. I 

Analyse de la sequence du gene de BCG codant pour H^HA. 

Le g6ne codant pour HBHA contenu dans Ip fragment Sph\ de 
2,6 kb a 6t§ s6quenc6 en utilisant la m6thode de temnljualson d'6longatlori 

: de chaine did6spxyrlbonucl6otidique d6crfte d-dessus. ies sequences des 

i • ; 

oligonucleotides synthdtiques utilise pour le s^quen^a^e sont pr^sent^es 
au tableau 1, et la strat6gle de s6quenpage est repr66ejnt6e d la fig. 9. Le 

• fragment Sphl de 2,5 kb clon6 est represents par le trait noir. Les pointtllds 

representent I'ADN vecieur. Les filches epaisses repj'dsentent le cadfe 

• . . ■ f 

ouvert de lecture d'HBHA, Les fleches fines Indlqyent la direction et la 

i : 

longueur du fragment d'ADN sequence pour chaque olig6nud6otlde indlQiie 
au-dessus de sa fl6che respective. 
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TABLEAU I: Oligonucleotides utilises pour le sdc^en^ge du gdne 

oodant pour HBHA. \ 

•t 

No^ cle I'olrgonud^otide B^quonce 

] 

H8HA Seql 5'AGC CGG TAC AAC GAG CTCl GTC 3* 

HBHA Saq1 Inv 5"GAC CAG CTC GTT GTA Ccd GCT 3* 

HeHA Seq2 5" CAT CCA ACA CGT CGA CTd C 3' 

: HBHA S©q3 5' TTG ATG TCA TCA ATG TTC |g 3' 

HBHA Seq4 5" CGT GGACCA GGC GGT GC^A G 3' 

■HBHA Seq5 5" GAC GAT CAG GAG GTT TCC CCG 3' 

AmorcQ inverse 5' AGC GGA TAA CAA TTT CACj ACA GGA 3' 

L'eneemble du gene codant pour HBHA est localise d 
rinterieur du fragment Sph\ de 2.5 kb, h un© extrdmlte fragment, et il a 
^te totalement sequence d partir des deux brins. i 

I: 

La sequence nucl^otidiqus ainsi que la sequence protdique 

i 

d:6rivee est pr6sent6e a la fig, 10. Le cadre ouvert de lefcture a 6t6 mfs en 
;6vldencje entre les nucleotides 331 ei 927. Les 16 prenfiers codons apr6s 
I'ilventuel codon d'Initlation ATG 331/333 se sont traduit^ en une sequence 
:d*acide& amines identique k celie d^terminee apr^i s6quen?age N« 
terminale de ta proline HPHA purffi6e. En amont d^ l'6ventuel codon 
d*initiation» aux r^sidus 331-333, on a trouv6 un codcfn d'ar§t TAG en 
phase aux positions 310-312, Ceci sugg^re fortement qjpe le cadre ouvert 
de lecture d'HSHA ne contlent pas de sequences codajnt pour le peptide 
efgnal dassique, et 331/333 repr^sente done probailement le codon 
d-inltiation. Ceci est soutenue par la presence d'un site piitatlf de liaison des 
rflposdmes AGGAA que Ton trouve de 10 ^ 6 nucl6ot^es en amont du 
codon cf Initiation. 
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La Sequence prot^ique d^durte pr^senta lin poids molScutaire 
icaicul6 de21390, ce qui est inferieur au poids mol6cula)re apparent estim6 
: (>9r SDS'PAGE. La prot6ine pr6dite est composde de 108 acides amin6« et 
(X)ntlent pas de cysteine, de methionine, d'histidlne Sou de tryptophane. 
: Las cinq sequences peptidiques d6termin6es ont dtd fetrouv^es dan? la 
:S6qMence prot6ique pr^dfte de HBHA (souligne 4 'a fig. 10). Des 
recherches d'homologie dans les bases de donn^sf de protdlnes ont 
confinnd que HBHA est une protdine mycobactdrfejtine non Identtfi^ 
: : . jusqy'ici' | 

Les inventeurs ont identifi6 une r^ioh de la prot6ine 
aUsceptlble d*§tre impliqu^e dans les interactions avec jes glycoconjugu^s 
i^ulfatds, Cette r6glon est comprise dans la sequence 4uri|/ante : 

kkaapakkaapakkaapakkaaakkapahIkam 

I • • • > 

Des peptides particulidrement susceptibld's d'etre impliqu^ : 
■ , ■ . 'i ■ 

a$ns les interactions sont les suivants : j 

kkaapa \ 

KKAAAKK, ; 

• • ■ i 

Las rdp^tltions d rextr6mit6 C-temiinale dejia proline, riches 

en prolines, atenlnes et lysines, pourraient expliquer la ^fff^rence antra les 

poids moldculaires apparents et calculus de la prot6)ne qui subft des 

modfflcations post-traductionneiles telles que la glycosylajtlbn. 

L'inventlon conceme done plus particuliftf^nent la portion O 

: temilnale de la sequence de la figure 10 et plus (!>at11culi6rement la 

: . »6quence comprenant approximativement les 50 deml^r$ acides amines 

orltre les acides aminds 150 et 199 de la sequence de!la figure « IOt De 

: fafon particuli$rement pr6f6r6e, l^lnvention conceme I'e)cfr6mlt6 C-termlnaje 

: . dfl ta prot6fne de la figuns 10, et plus particulidrernent rextrdmlt6 C- 

terminale compnsnant les repetitions riches en proline, alanine et lysine, soft 

les 50 demiers acides amines de la sequence de la figu^€^ 10, 
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L'Invantton conceme 6galement tout variant des sequences 
d^crites ci-dessus obtenu par addition, substitution o|j d6l6tion d'un ou 
pfusieurs acides amines sans modifier de mani6r^ substantieile . les 
pn>pri&t6$ de la r6gjon d'intdrSt. Pamii les modfflcaticjns envisagdes; on . 
note tout particuiierement les mutations sllencieusds au niveau des 
Sequences nud^otidiques qui ne modifient pas la s6qu^nce peptidique de 
te prpt^lrie ou du fragment d'int6r§t ainsi que les mutailons conservatives 
qyf consistent g substituer un ou plusieurs acides amilies presentanf. les 
. m&mes caract^ristlques fonctionnetles que I'adde amlij^ de la sequence 
native. Des additions ou d6l6tions d'acides amines sansj que les propridt§$; 
des regions d'int6r§t soient substantiellement modifi6^ font dgalement 
partly de I'invention. Certains des resldus peuvent dtre 6(imin6s ou modifies 
en exprimant un gene modifi6 de cette manidre chez £■ coli comma d6cr|t 
pour le g6ne compiet. Si cette proteine fixe l'h§parine avec la mSme affipltd 
quia la HBHA emigre, cela signifie que les sequences r6fi>6t6es ne sont pas 
impiiquees dans cette fixation. En revanche, si la protSirie modifi6e perd la 
capacity d'interagir avec I'h^parine, la r6gion modifies (ie la prot6ine joue 
un f6le dans cette Interaction. 

I ■■ ' 

Expression du gene de la HBHA de BCOj ctiez Escherichia 
coil I 

L'invention conceme 6galement un ; h6te cellulaire 
recombinant. caract6ris6 en ce qu'll comprend dans son| g6nome une des 
sequences nucl^otldiques d^crites precedemment. Plu^ particuiierement, 
rinyentlon conceme la transfomiatlon d'hfttes cellulatre|s tels que E coll 
avec une des s6quences nucl6otldiques de l'invention afjn de produlre tout 
ou partie de la proteine HBHA. La souche bacterienne ^ transformer peut 
comprendre la sequence complete codant pour HBHA apparaissant d ia 
%ure 10 ou encore la sequence susceptible d'Stre Irtpllqu6e dans les 
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intdrjaptidns avec les glycooonjugu^s sulfates ou ia portion C-terminale d& 
&0tt^ sdquence, A titre d'exemple, le gene complet codarjt pour la HBHA de 
BCG 8 6t6 Introduil et exprlmd dans £, coll, 

Afln de produire ia HBHA de BCG dans Escherichia co//. fa 
pl^Sfnide ddriv6 .de pUC18 qui contient \e fragmentj Sph\ de 2.5 kb- 
; comportant le g6ne de la HBHA de BCG fut restraint |jmultan^m9nt par 
Nco \ ei Kpn i Le fragment de 705 paires de bases ts^u de cette douWe 

' i 

restrtction fut purtfi6 par 6lectro6lution aprte migraliGn dans un gel; 
d'agdfose de 1% selon des pnDc6dures standards (17) elt finalement clon6 
dans: le yecteur d'expression pKKSBS-l (Clontech. PajJo Alto. Ca., UA) 
: pr^afatlement restreint par Nco I et Kpn I. Le plasmidb recombinant fiit 
ensulte ihtrodMlt dans £ cofi XL1-Blue par des techniqjjes classiques de 
transfpmf^atioh (17). 

L'analyse ph^notypique de ia souche poitant ce plasmlde 
d'eixpression fut nSalis^e en cultivant celle-ci dans un milieu LB liquide et en 
stimulant la production de la HBHA recombin^nte par rajout 
dl^of^fopylthiogalactopyranoside (iPTG) selon des mdjhodes standards 
(17). Pratiquement, deux cultures en erlenmeye.rs de 500 ml contenant 
chdcun too ml de milieu LB liquide suppl^ment6 avec de rampicilllne & 
rarson. de 150 Mg/ml. furent respectlvement inocul6ei avec 4 ml de 
pr^wlture £ coll XLI-Blue contenant ie piasmide d'expre ssion de la HBHA. 
Qu le: plasmide pKK38B-1 repr6sentant la culture coritr6e. La crotssance- 
des deux cultures fut suivie par mesure de la densite ODtique d 600 nm. : 



d ralson de 1 mM 
Des dchantilions 



Quand o^lle-ci fut de 0.6, de I'IPTG fut ajoutd aux cultures 
final et les cultures furent prolong6es pendant 4 heures, 
de culture furent pr6lev6es avant Tajout d'IPTG et au term4 des 4 heures de 
cuiturie eri presence de I'lnducteur afin d'analyser par 6lec|rophor6se en gel 
:de' pblyacrylamide et par Immunobtotting la produttion de HBHA 
reopmbinante. 
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Les rdaultats de ces dfff6rentes anafysles sont rcpris d la 

figure 11. 

Les pistes A et B repr^sentent des ilyseits totaux avant 
induction de £. co// XLI-Blue transformde respectfvem|ent par pKKSSS-l ct 
le d6riv6 de pKK38B-1 contenant le g6ne codant Ja HBHA. Les pisteis C et 
D reprdsenteht des lysats totaux apr6s induction 6 TI^TG de £. coif XLI- 
Blue tranafonmde respectlvement par pKK388-1 et le b^rlvd de pKK388'1 
contenant le 9^ne codant la HBHA. Les pistes E contfehnant 1 pg do HBHA 
pufrifi^e a partir de parois de BCG. De gauche d ^rolte. les diffdrents 
panneaux repr^sentent respectivement la coloration au; bleu de Coomassle 
R-250 du gel de polyacrylamide et les immunoblots s0nd6s^ par un 86rum 
murin contrfile, un s6rum murin dirig6 contre la HBHAjde BCG, Tantlcorps 
monoclonal murin 3921 E4 et Tantlcorps monoclonal imurin 4057D2, Le$ 
poids rholdculaires de r6ference sont inscrits k la gauche du panneau 
pr^sentant la coloration au bleu de Coomassle du gel de polyacrylamide. 

L'analyse en gel de polyacrylamide qoior6 au bleu de 
Coomassie montre la synthase d'un polypeptide d'eriviron 27 kOa chez 
£. coll XLI-Blue portent le vecteur d'expression de la HBHA et d6r*primd 
par riPTG. Ce polypeptide reconnu en immunobiottin^ par un antiserum 
murrn dirig6 contre la protdine HBHA purffj6 d'un sumageant de culture de 
BCG n'est pas prodult par £ coli XLI-Blue portent le vecteur pKK388-1 
ftans insert, montrant que sa synthase depend de la sequence d'AON de 
BCG clon6 dans le vecteur d'expresslon. Comme cellerbi est Intdgralement 
la 66quence codante de la HBHA de BCG. 11 fut surprehant d'observer que 
le polypeptide recombinant pr^sente un poWs mol6fcu1alre apparent plus 
fefWe que celui de la HBHA purtfide de BCG et qui est de 28 kDa dans le 
systdme de gel oon8id6r6. 

L'Inventton conceme done 6galement une sequence 
pepttdique recomblnante caract6risee en ce qu'elle perfnet Tadh^renpe de 
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Itiyc<;*adt6rie$ ^ des cellules hdtes. Plus parttcuti^^rement, rrnvention 
coniceme une sequence peptidique comprenant un pcilypeptide d'environ 
^ 27 kDa reconnu par I'antrcorps monoclonal 3921 E4 (14) et non reconnu 
p^r rant}corp$ monoclonal 4057D2 (14). De fagon prgferde, la sequence 
peptidique reppmbinante de Tinvention est ie produit; Id'expreaston d'une ; 
souche:£. pD/Ztrdnsform^e avec une des sequences nucJ^otidiques d6crltes 
pr6c6denniment et codant pour une sequence peptidique permettant 
radhdrenco de mycobact^ries S des cellules hfites, plbs particuli6rement 
ifne s^uence nucl^otidlque obtenue a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis, L*invention conceme 6galement toyt variant de cette 
9<^quencd peptidique recombinante obtenu par additjbn. substitution ou 
d$l6tlon ;d'un ou plusieurs nucleotides de fapon a ce que la souehe 
transform^e produise une sequence peptidique dtfferente mais poss^dant 
la propridt6 d'adhi6rer a des cellules hotes et plus partjculferement ^ des : 
o^Uuies ^pith^liales. 

Gomme Ie poids mol6culatre de la HBHA d6duit ^ partir de la 
adqpenoa de son gene est significativement inf^riisur k son pplds 
mol^fcujalre apparent observe apres migration electrophor6tique et que 
cette difference est Ie r6sultat de modifications post-traductionnelles de la 
HBHA, ces modifications ne sont pas r6alis6es dans £ colL Cette 
conclusion est 6tay6e par le fait que nous observons une immunp-r6activit6 
dtff6rentielte de la HBHA recombinante avec les deux anticorps 
monoclonaux 3921 E4 et 4057D2. Si ces deux anticorps monoclonaux 
recorinaissent de mahi6re dquivalente en immunoblotting la HBHA pur|f}6e 
de BCG, feeulenrrent 3921 E4 est Immunordactif avec la HBHA recombinante 
produite Chez E. coli. Cette observation montre tout d'abord que les 
. Epitopes :d0 ces deux anticorps monoclonaux sont :dlff6rents et que 
r^pitope reconnu par 4057D2 sur la HBHA n'est plus; pr4tent quand celle-cl 
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produlte cbez E co//. qu'il est localise sur un ^I6ment moleculaire 
resultant d'une modification post-traductionnelle non rfes^isde par E co//. 

C&tte modification post-traductionnelle une glyco^ylatjon 
dans la m^sure ou II a ^t^ montrd que la partis ^accharidique d'Une 
^lycoprotdine pouvait §tre Immunogenique. Le motif sapcharidique est trfte 
rmmunogdnique dans la mesure ou I'analyse par iminufioblottlng utilisant le 
ddmm murin antUHBHA donne lieu S un plus faible signal avec la HBHA 
recombinante par rapport i celui observe avec ia HBljlA purifie de BCQ, 
Catte observation est d'autant plus interpellante que la) quantlte de HBHA 
recombihante mise en jeu dans cette analyse est larg^ment superieure k 
celle de la HBHA naturelle, comma I'atteste la colc^ration au bleu de 
Coomassre du gel de polyacrylamide. Par ; ailleurs, comme 

i 

f'immunor6actfyH6 de 3921 E4 est proche de celle obsepv^e avec le s6rvm 
murin, r^pitope reconnu par cet anticorps monoclonal est done 
partiellament dependant de la modification post-traducticinnelle suspectde. 

Plusieurs approches exp6rimentales ont ^16 envisages pour 
^luclder la nature exacte de cette modification post-traductionneiie. Tout 
d'abord, ta HBHA purtfi^e a parttr de BCG- est souNse k Taction de 
djffdrente endoglycosidases ou exoglycosidases afin ^le voir si le poids 
moleculaire apparent de cette prot^ine dimknue apf!6s action de cee 

i 

anjymes. Une plus rapide migration 6lectrophdr6tiqt4e observ6e aprfes 
digestion avec une ou plusieurs de ces enzymes, reasei^ne directement stur 
la nature chimique de la modification sacchartdique. paralldlement, des 
cultures de BCG men6es en presence d'inhibfteurs d^ glycosylation (^x. 
Uinicamycine qui inhibe la N-glycosylatlon chez le^ bact^ries gram- 
positlvea) ponstltuent une approche int^ressante pour SIdicider la nature des 
nrodlfications post-traductionnelles de ia HBHA, 
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Identification du site de fixation a I'heparine (« Heparin-bjinding site ») de la 
HBHA. 1 



Gomme il a 6te d6montr6 que la HBHA a jjn r6le direct dans 

f'lnt^ractlon entre le BCG et les cellules 6pith6iiales, interaction qui est 

I 

lnt^t{)eble par Thdparine, li est important d'ldentrfier ja region qui est 

! 

ilDpliqude dans I'lnteraction du BCG avec les cellules ^plthdtiales via les 

potypacchartdss sulfates. i 

La MBHA orpduite sous forme recombinante par E. coll est I'oblpt d'une 

prpt^ptvse affectgnt son gxtr^rnlte cart?pxyterminBlg .^tjentrarnant. uno 

i 

tfimtriytion Jgffinite pour I'h^paring j 

La HBHA produfte chez E. coli WL1 Blue s'accumule d^ns le cytoplasme 
mals demeure soluble puisqu'une sonication des cotibabilles suivie d'une 
penthlfugation de clarification (10.000 g pendant ! 5 mifliuteB) permet de 
retPDuver rintdgrailtd de la HBHA detectable en immunobjot dans la fraction 
golubte du lysat. Lorsque cette demiere est incup^le ^ temperature 
ambisnte, la HBHA recombinante subit une degradation rapide jusqu'au 
termfe d'une incubation de 2 heures. son poids moJ§oulaife apparent passe 
de 27kDa d 19 kDa. La forme de 19kDa qui n'est ^us reconnue par 
rantlcorps monoclonal 3921 E4 montre cependant une bi)nne resistance & 
Mne degradation ulterieure puisque cette forme demeur^ stable au temie 

i 

dVne Incubatfon de 18 heures d temperature ambt^nte. Comme la 
degradatbn de la HBHA recombinante a pu Stre stoppee par ajout d'ImM 
d'AESSF qui est un inhlbiteur de proteases d serine, fl jest probabla que 

i 

QQtte degradation 6ott le n§sultat d'une prot^olyse. II est j^r noter que da la 
HBHfii nativa incubde dans un lysat de L^olLXLI-Blue nei subIt pas parellie 
d6gr^datton. sugg^rant ainsi que ia n^odification post-tradiuctlonnelle portde 
per (a HBHA native lul confere une resistance vis-A-visj de ia proteotyse 
obs6?rv6e avec ia HBHA recombinante. I 



wo P7/^63 PCT/Fifc97/00$8* 

28 

L'andlyse chromatographique sur hdparine-S^pharose jd'un sonicat clarifii 
de JL.£fili XL1-Biue produisant de la HBHA recombinante at supplements 
': 8V0C 1mM d'AEBSF, a r6v6l6 que ta HSHA recdrtibiniaRte fixe rh6parlne 
. avec la mSme affinity que la HBHA native puisqu'sile dli|e d dSOmM NaCI in 
PBS: Par contre. la HBHA degrad^e en polypeptide de!19 kDa ne fixe plus 
rh^paiine ce qui montre que la partie clivee est indispensable pour la 
reconnaissance des polysaccharides sulfates. La H^HA recombinante. 
pwrlfide sur heparine-S6pharose s'est en oiitre Ir6,v6l6e Incapable 
d'agglutiner ies Erythrocytes de lapin. Ces observatlorjis montrent que la 
, modification post-traductlonneiles de la HBHA n'est pas Impliquee dans son 
activity de fixation d rhSparine mais est importantej pour son activity 
d'h6nfiagglutination. 

L'analyse de la HBHA recombinante par chromatogbpliie sur matrices 
d'heparine lmmobill86e s'est aussi rev§l6e int^ressante pour la cartographle 
du domaine prot6ique impliqu6 dans la reconnaisseince de rh6parine 
(Heparin-binding site). En effet, trois formes de HBHA recombinante. 
pr6$entant des poids mol6cuiaires de 27. 26 el 25 kDa fi^rent 6lu6es par un 
gradient Iin6aire de NaCI variant de 0 a 500 mM et appllqud au tampon de 
lavage de la colonne (PBS). Les formes de 26 at 25 kDa, produits de 
degradation de la pnjtdine recombinante complete de 27 kDa, eiuont ; 
respectlvement i environ 310 et 280 mM NaCI. Comm0 Ces deux formes 
presentent une balsse d'affinlte pour I'heparine par rapport e la proteine 
reconiblnante complete, il etait important de connaftre la region oii 
s'effpotuent les troncatures. Pour ce faire, les extremlte^ amino-termtnales 
des 3 fonnes purifiees sur heparlne-Sepharose furent microsequences. 
.L'analyse des 10 premiers acides amines r6v6la quie las 3 especes 
moieculalres presentent la meme sequence qui est identlflue e la sequence 
aminqterminale de la HBHA purlfiee e partir de parojs de BCG. Cette 
Observation montre done que la degradation de la H$HA recombinante 
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B'0ffeotuiB par clivages carboxy-terminaux successifs. Ce|s dtvages allant da 
pair avec une baisse d'affiaitd pour I'h^parine montr^nt que les acide? 
amines carboxy-termtnaux de la HBHA sont directernenjt impliques dans la 
rsoorrndissance; des polysaccharides sulfates. La grand^ teneur en lysines 
diani^ tes zones r^p^ttos carboxyterminaies de la HBh4 plaide par alllaurs 



. : ppur une interaction diectrostatique entre les charges p|)8itives des lysines 

. et los charges negatives port^es par les r^sidus sutfatte jde ITi^parine. 

. Le fdfe des lysines dans les interactions protdines'^^cres sulfates est 

. d'allteurs documient6 (18). 

10 Ua forme de 19 kDa observ6e apres prot6olyse de la H^HA recombinante 

ppuirait done conrespondre ^ une HBHA ayant perdu ses sequences 

:U r6p6tfee8 carboxyterminaies et con-espondant k une ffarte de 39 acides 

; :?^niln66. Dans cette hypoth^se, la chaTne poiypepHdjqLJe de la H3HA 

m pefcjfrBit une masse tf environ 3,8 kDa et passeratt ainsi 4e 21 ,3 ^ 1 7,5 kDa, 

ifl IS • Ue poids mol6culaire apparent de la HBHA recombinant© apres protdolyse 

. dans un lysat de E. coll XL1-Blue est tout ^ felt conipatible avec cette 

. hypothSse. II est aussi int6ressant de remarquer ique la migration 

6lebtrophor6tlque aberrante de la HBHA et attribute I ^ ses s^uences 

r^p6t6es^ carboxy-tem^nales, n'est plus observde avec fa forme d6grad^e 

20 ■ de 19 kpa qui ne fixe plus i'heparine. Cette demi6re observation renforce 
' • * \ ■ 

doftc rhypothftse selon iaquelle la HBHA recombinante de 19 kpa 

; oorrespondratt ^ une HBHA ayant perdu ses sequences; r6p6t6es carboxy- 

tefrninaies- Comma fanticorps monoclonal 3921 E4 nej rebonnatt plus la 

H9HA recombinante de 19 kDa, ceia sugg6re que ^on 6prtope^ seralt 

25 : lop9iis^ dans les sequences r^p^tdes carboxy^tenminalest 



r 
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n^a^\vH/& immunitatre vis-^i-vie d'HBHA par de^ antiserums des 
tgbefculeux | 

Pour savolr si HBHA est capable d'injjuire une rdpdnee 
tmrnMnitarr© chez rhomme, des analyses dlmmuno^mpreintes ont 6t6 
r^aiis^es en utifisant de l*HBHA purifide et des ahtis^rums humain? 
prQvdnant de tuberculeux. Cinq microgrammes de prot6ine ont dt§ 
$0umis d r6lectropborese en utilisant un gel de potyadylamfde-SDS d 15 
puis transf^r^s sur des membranes de nitro^elluloses sond^es 
yjtdrieurement avec les seaims diluds 100 fois provehant de 7 parttents 
dfffdfients atteints de tuberculose evolutive (voir figure pistes 3A d 493) 
(f^Bt^ 1. HBHA purifi6es, piste 2, prot6ine non pertirf^nte). ainsi que le 
86njm d'un sujet sain (piste temoin). Les pistes de gauphe contiennant les 
:prot^ines purifides (pistes 1 el 2) et les marqueprs d^ poids moleculaire 
(voir PM) ont 6t6 color^s au bleu de Coomassie apr^s SpS-PAGE. 

Les . rdsultats pr6sent6s d la fig. 6 mon^nt que tous les 
g^nanns des tuberculeux contiennent des anticorps anti*H9HA, aiors quo Je 
s^n^m de rindividu sain rte contenaft pas de tels anticorps. Cee r^sultats 
In.diqtJent que I'HBHA expos^e ^ la surface est imr^unog^ne pendant 
J'AvolUtion de la tuberculose humaine et que la pr^sen^^e d'anticorps anti^ 
HBHA permet de determiner la presence d'infections rny(;obact6riennes. 

La modification post-traductionnelle port^e ^ar la HBHA native 
est un d6tennlnant antta6nlQue maieur chez les patients juberculeux : 

La HBHA recomblnante produite par Lja^fut anatysde par 
Jrrnrru|noblot en utilisant les 86r8s de patients tuberouleux^ Comparativemant 
eux $lgnaux de detection obtenus avec de la HPHA (jiative, ces r^actlfs 
iniim^nologlques ont reconnu trSs faiblement la prot^ine recomblnante, 
thdiquant done que la modificatiion post-traductionnelle jde la HBHA porte 
un op des epitopes majeurs. Ces s6ras se sont av^^^s incapebles. <i& 
d^ecter la HBHA recomblnante de 1 9 kDa. 
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L'inventlon conceme done I'utflisation ; d'une s6quenQe 
pppticlique ou de la proteine de rinvention. et particjuiiferemem un© ou 
p\09iButs r6gfons immunog^nes de cette sequence dm prot6ine, dans 1$ 
diagnostic d'infectfons mycobact^riennes, notamrneni par la mise en 
dvfdence de la presence d'anticorps anti-HBHA dans des fluides 
bfplogiques, De fafon g6n6rale. una sequence peptidiqUe ou la prat6ine ou 
un^rpplyp^ptlda nacombinant de pr6f6rence modlfi6 selpn- rinvention est U k 
un support et incub6 avec des fluides biologiques susc^ptlbles de contenir 
des anticorps anti-HBHA. Les anticorps anti-HBHA.Iiisiau polypeptide da 
rinvention spnt ensuite mis en Evidence sort par eixemple avec des 
afttlcorpsf:. marqu6s dirig6$ contre les anticorps antl-MSjHA, sort avec des 
anticorps non marques dirigis contre les anticorps antl-HBHA et des 
anticorps marqu6s par exemple par una enryme de ^type phosphatase 
alc^aline pu peroxidase, ou de la biotine diriges cohtrei las anticorps non 
ms!rqu6s. 

De fapon d6tailI6e, la proteine compldte-ou un polypeptidWo 
rwpmbinant de {'invention peut Stre utilis6e mais on peui ^galement utillser 
une ou phjsi^urs regions immunogenes de cette protSinb qui peuvent 6tre 
diitermthdes par des techniques dites d'« epitope mappihg » blen connues 
de la personne vers^e dans I'art. Par exemple. en vue de cartographler las 
epitopes 8 et T prfesents dans la molecule de HBHA complete, on a recours 
a la m§thode des profits d'hydrophobicrtd (19), La pr^ictibn Informattede do 
determinants antig6niques pour cellules B est aussi utilise (20), 

Le polypeptide choisi est adsorb^ sur un; support de type 
ptfaque de microtrtration, canule, microbllle ou autr€t. La fixation du 
polypeptide $st effectu^e en utillsant des technique^ connues de ia 
pdpsbnne vensSe dans I'art De fa?on pr6fer6e. le support utilise est une 
plai^ue de microtltration. Le polypeptide est done dilu6; dans un tampon 
carbonate basique et di3tribu6 dans les puits. Apr6s une Incubation de 
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quelques h©ures ^ temp6rature ambiante, an effectue filu&ieurs lavages en 
utUlsant un tampon physiologique. 

Le polypeptide fix6 au support est ensure incub6 avec un 
6chantiilon de flulde biologique. Plusieurs types de ffluides blologiques 
p9uvent etre utilises et obtenus a partir d'animaux d'humains. Plus 
particulidrement, le fluide biologique peut dtre obtenu Ajpartlr de s6rum. da 
lymphe. de saiive ou d'urine ou encore isol6 i partir jje tissus telles ies 
ceflutas de poumons. L'incubation se fait selon les procj^d^s habituels. Id, 
lefe scrums de patient sont dilu6s et mis en contact avec la sequence 
p^ptidique fix^ sur la plaque. L'incubation d'environ ufte heure est sulvte 
de pluBieurs lavages avec un tampon physiologique. Les anticorps anti» 
HBHA lids au polypeptide de I'invention sont ensuite mts an Evidence aoit 
avec des anticorps marques dirlg6s centre les antlcbrjss anti-HBHA, soit 
avec des anticorps non marques diriges centre les aiiticorps antl-HBHA 
puts avec des anticorps marques dirig6s centre les anticorps non man^ufe, 

Le marquage des anticorps peut §tre i^dioactlf mais on 
,pr6f6rera de fafon g^n^rale un autre type de marqiiage habitual. Les 
substances fluorescentes telle que l'6sithiocyanatefjuori8cine ou les 
enzymes tels que la phosphatase alcaline. la peroxydase ou la 
biotine/streptavidlne sont des marqueurs commundment utilises. Le choix 
des antifcorps marquds ou non marques depend. d4 Canln^al duquel, 
provlennent les liquides blologiques. S'il s'agit de llquide biologique humaln, 
les anticorps utilises sont dirig6s centre des immunoglobJiines humalnes. 

La liaison entre I'anticorps anti-HBHA et les anticorps marqu6s 
ou rion marques s'effectue selon les techniques habttu^les. Par example. 
1^ ruction a lieu pendant une heure a temperature amblante et aprts 
plusieurs lavages, un substrat du marqueur est ajoutd.: 

L'invention concerne 6galement un kit pemtettant de d6tecter 
la presence d'anticorps antl-HBHA dans un 6chantlllon de flulde biologique. 
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lo kit comprend un polypeptide, ou une ou plusieurs r6§ions immunog&nes 
de te HBHA adsorb^ sur un support et de fagon optiohnelle, un anticorps 
marqud (et si ndcessaire un anticorps non marqud) ain^i que ies tampons . 
hapltuels et un substrat du marqueur. 
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REVSNPICATIQNS I 
1. S6quence peptidique permefttanti ('adherence de 
- . niypobact6ries d des cellules hdtes, notamment des ceHiiles 6ptth6lidle5. 
- 2. Sequence peptidique seion la revandlcation 1. caractdris^e 

en oe qua iadite s6quence comprend un antlg^ne my<i>bact6rien de type 

• i 

h^magglutlnine de Ifaison d i'hdparine (HBHA), notamrhent d'un arttigdhe 
[ oWenu d parttr de M. bovis BCG ou M, tuberculosis, 

3. Sequence peptidique selon la reveridication 1 ou 2, 
caract6ri86e en ce que ladite 86qLience comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou lout variant de ladite sequence permet^nt radh6renc9 de 
niicot>acterles & des cellules h6tes et obtenu par addition, substitution ou 
ddldtlon d'un ou plusieurs acldes amines de ladite s6quehce. 

4. Sequence peptidique selon la revendlcation 3. caract6ris^e 

i 

: an ce qu-elle comprend la portion C-terminale de la a^qu^jnce peptidique de 
la figure 10, plus particuil^rement la sequence compreni^nt tes 50 demlerg 
acides amines de la sequence peptidique de la figure ld ou tout variant de 
dette sequence permettant I'adhdrence de mycobacterjes d des cellules 
hdtes et obtenues par addition, substitution ou dd(§tion;d'un ou plusieurs 

i acides amrn^s de ladfte sequence. i 

5. Sequence peptidique selon Tune jquelconque des 
revendlcations 1 & 4, caract6ris6e en ce qu'elle comprend la sequence 

: peptidique $uivante : i 

KKMPAKKAAPAKKMPAKKAAAKKAPAKJ^C^ 
. ou toute portion ou variant de cette s^cfuence permettant 
r^drtdrence de mycobact6ries d des cellules hdtes et oljtenu par addition, 
substitution ou d616tton d'un ou plusieurs acides amines cje ladite s6quence 
peptidique. 
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6. sequence peptidique selon Tune^ quelconque 
revendications 1 & 5, caract6ris6e en ce qu'elle est rea^nnue par I'anticofps 
monoclonal 4057D2. ■ \ ' 

7. Sequence peptidique recombinante, paract6r1sde en ce 
quidlle perniet I'adh^rence de mycobactdries d 6es cellules h6tQs, 
notpmrnent des cellules ^pithdliaies. 

8. Sequence peptidique recx>mb[Aante selon; la 
reyendication 7, caracl^risde en ce que ladite s^queince est le prpduit 
d'expression d'une sequence nucl^otldique codiaint fiour una sequence 

■ peptidique permettant I'adh^rence de mycobact^ries d?des cellules bdtes, 
plus . particulierement d une sequence peptWique obtenue d partir 6^ M. 
bovfs BCG ou M. tuberculosis. \ 

9. Sequence peptidique recombiriante selon | la 
re-i/endication 8. caract6ris6e en ce que ladite sequence est le prpduit 
d'expression d'une souche £ coli transfbrm^e avec. une s6qu0nce 
. nuct6otidique codant pour une sequence peptidique perfnettant I'adhdrence 

i; 

de nriycobact^ries 6 des cellules hdtes. plus particuli^rertnent une sequence 
nucl^ottdique obtenue h partir de M. bovis BCG ou M, tuperoulosis, 

10. Sequence peptidique racombi^ante selon; la 
revendleatlon 8. caractdris^e en ce qu'elle comprend|un polypeptide de 
recombinant d'environ 25 kDa reconnu par Tantlcorps monoclonal 392riE4 
et non reconnu par Tanticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombin^^te selon Tune 
quelconque des revendications 7 S 10, caract6ris6e en qe qu'elle compfend 
le prpduit d'expression d'une sequence nuddotldlqi^ codant pou;r. 1$ 
sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute;: portion de ladite 



; sequence peptidique permettant I'adh^rence de mycobact6ries d 
cellules h6te6. 
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12. Sequence pepfidique recombin^nte $elon !*une 
quelconqiie des revendications 7 k 10, caractdrisisd in:ce qu'elle est le 
pfoduit;d*dxprdS8ion de la sequence nucl^otidtque codajit pour la portion C- 
ii(enmtndt6, plus particuli^rement de la sequence cx^mpr^jiant les 50 demrers 

^ . actdee amines de la sequence peptidique de la figur^ 10 ou pour toute 
. pprKort de ladite sequence peptidique permettarjt Tadh^rence de 
myoobactdrles 6 des cellules hdtes. 

13. Utilisation d'une sequence pepticjlique selon Tune? 
■■ . i ' 

; cjuelcdnque des revendications l 6 12. pour la prepj9rat(on de vacpins 

IQ ; contre les infections mycobact6riennes, particuli^ren^eht les infections 
n tSusees.par bowsou ft/b0n:a/os/s. \ ■ 

H 14. Utilisation de la HBH A ou polypeptide d^rivi de preference 

J2 ; trjodifl^ $elon Tune quelconque des revendications i S 1^ pour le diagnosftic 

in <i 'infection mycobacterienne. \ 

iQ 3.5 15. Utilisation selon la revendicatlon 14. taract6ris6e en ce 

' flue ladtt© prot6ine ou ledit polypeptide est utilise {p(:)ur la detection 

q'anticorps anti-HBHA dans un fiuide biologique. ! 
Irj 16, Conr^position immunog^ne oaractdrlsj^q en ce qu'elie 

Qomprend une sequence peptidique selon I'une \ quelconque des 
20 revendications 1 6 12. ^ - 



17. Utilisation de glucides sulfates ou ijle: glycoconJugu^S: 
fwlfatSs pour inhlber radh6rence de mycobactdrie^ d des cellules 
6pith|§li£|les. I i 

18. Utilisation selon la revendicatlon 17, lafactdris^e en ce 
25 : que le gluclde sulfate choisi parmi le groupe compfehant notan^ment 

\, Kh6parlrie; la chondroTtine sulfate et le dextran sulfate afnsi que leqrs 
derives naturels ou synth6tiques. ! : 
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19. Sequence nucl6otidique caract6ris6e 0n ce qu'elle code 
pc>ur une sequence peptidique permettant radh6rence d^s mycobactCTes k 
dds cellules h&tes, notamment h des cellules ^pith^llalesj 

20. Sequence nucl6otldique selon ia Irevendication 19/ 
. Garact^rf6de en ce que ladite sequence code p'our un antlgdne 

mycobact^rten de type h6magglutinine de liaison d I'h^pajrihe (HBHA), 

21. Sequence nucleotidique selon la reven(dicatlon 19 ou 20, 
caract^ris6e en ce que tadite sequence code pour une s^qtience peptidique 

j comprenant la sequence peptidique de la figure 10 oti toute portion de 
ladite sequence peptidique permettant I'adherence de mycpbactdnes 6. des 
cdlule^ hfites et obtenu par addition, substitution ouj dilution d'un ou 

■ ' i : . 

plusieurs acides amrnSs de ladite sequence peptidique. I 

22. Sequence nuciSotldique selon la 1 revendtcation 21, 
earact^ris^e en ce que ladite sequence code pour une s6fquence peptidique 
correspQodant ^ la portion C-tenninale» plus particuliftrehient la sequence 

: comprenant les 50 derniers acides amines de la sdquende peptidique de ia 
figure 10 ou pour tout variant de cette sequence permettant Tadhdrence e 

■ mymcob?JCt6ries d des cellules hdtes et obtenu par additiprt. substttutton ou 
ddtetion d'un ou plusieurs acides amines de ladite s6quer(ce peptidique. 

23. Sequence nucleotidique selon Tune | quelconque des 
; revindications 19 6 22. caract6ris6e en ce que ladite sd^uence comprend 
i ur>e sequence codant pour la sequence peptidique suivanlte : 

KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKJi^AAAKKVTQK. 

• I ■ 

: OU tout variant de ladite sequence peptidique permettaht I'adherence de 
. mycobact^rles d des cellules h6tes et obtenues par addWpn" substltutton pu 
d^f^tion d'un ou plusieurs acides amines de ladite s^uenbe peptidique. 

24. Vecteur recombinant caract6rise en ce qlj'fl comprend une 
sequence nucl6otidique selon Tune quelconque des revenfdlcatlons 19 d 23: 
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25. H6tB cellulaire recombinant : caractiSrls6 en ce qy'll 
. pomprehd dans son g6nome une sequence nucl6otrdique selon I'urte 

: quelconque des revendications 1 9 S 23. 

26. H6te cellulaire recombinant selon rovendication 2$; 
5- $aract6r!s6 en ce.que ledit h6te est une mycobact6rier nc^tamment le BCG. 

27. H6te selon la revendication 25 ou 26i caract6ris6 en ce 
que ladite sequence nucl^otidique est suresprimde par Mdtt h6te. 

28. Utilisation d'un hdte cellulaire recombinant selon Tune 
quelconque des revendicatlons 25 & 27, en th6rapie anti-tancdreuse, 

10 29. N^cessalre ou kit permettant de d6^ecter la presence 

d^anticorps anti-HBHA dans un 6chantlflon de fluide feiologique, ledit kit 
Qomprenant la HBHA ou un polypeptide de prdference i^nodtfi6, selon I'une 
qtjQiconque des revendications 1 k 12, ou une ou plusieurs regions 
immunogdnes de ladite protdine adsorbee sur un support et de fa^pn 

15 Optionnelle, un anticorps marque (et si n^cessaire ^un anticorps non 
marqu6) ainsi que les tampons habltuels et un substrat dU marqueur. 
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OQ7 ecf g^g g^z aal o&a 4cc toa agp fto« gtc acc egg atg MP tog aoa g(M^ ggo \;g4 

«1 ■ ^ I • 

tec ;4igC cga tog gpc ggo get gge c^ft o&g ege ccc egr oga tgaj ogt goa gen Mg gag 

i2i ^ . ; I 

jcgcL :eigt gax; egg ate age tgg gcc tga uc eta cga aec ognj oeg aca aec gao eeg 
Acg ate ^agg agg^ crt oee egg eaa gtc gcg ege eat gte aat oog! egg gee ttg aec agt 

2« ■ ; ■ I 

ccz cce itgg agg age ega ego ttg oec eaa egc oea gac oaa ag^' tgc aag aac gcp: gat 

304 ■ ■ ■ . I 

ato ;ag4 aa^A tag tea atg aaa gga ata eee atg get gaa aac tcgt nae att gac gao ate 

M g M a_4jj — ,1 p p X 

361 . [ 

aag 00c ceg ttg Qtz gee gag ctt gga gcg gee gao atg goe tt^g; gco aet gte aoe gag 

I f :.}? ^ . ^ ■ ft LOAAP LALjATVNB 

ttg Ate acg aae czg egt gag egt geg gag gag aec cgt aeg gao^ aee egc age egg gte 

II T N L R Z R AS E TRT D ]T R S RV 

■■• ' I 

li^ffag gag age ogr get egc ctg aec aag ccg cag goa gac otg oee! gag oag etc ago gag 

. S ' ^ J< > R I* T K L o g P 1^ P :;g Q L T B 

[qccg cgt garg aag tec aco gee gag gag ccg ogt aag gee gee gag> ggo tac cto gag geo 

R -E K — a — l b k a .-ft R, j o y l is -, a 

E gcg act age egg tae aae gag ota gcc gag egc ggt gag gee ge^; ota gag egg etg ego 

I^A 2 'S R Y N E LVE R Q EAA ili E R h R 
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H= age eag cag age ttc gag gaa gcg teg gcg oec gcc gaa gge tae| gtg gac cag geg (ytg 
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gcc :gcc aag etg gtc gge ate gag ccg ect aag aag get ee^ oeq} gcc a pq aag ffyc ppt 
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ccg gcc.;aag oae gee got oee aoe aag oag ge^ _g_cg goo aa o aaffj aea cec QcgMgjykg^ 

J" Kinr K A a ? a I I K K A A A K Ks 1 ! A P A IH;: It,;,, 

^01 ; : ; 

tftq q gWL_gC>p agg a ae gcc acc cag aag tag tog gge tec gaa toa! cca teg aoe eeg agt 

Ar"-7y ■ X^^ |ct V r Q K - \ ' 

961 ' ^ 

egc coa egg gge gac ccg gag ccg acg tgt egg atg oaa acc gea! tag tct gaa tgc gtg 

1021 

age cac etc gtg ggt acc gcc atg ccg gta ccg ctg gco gcc gco- ttg gtg aoa gog gtg 
tac ocg etc gcg cac gc Ar\ 
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